Sposob wytwarzania oleju mikrobiologicznego o wysokiej zawartosci kwasow omega-3

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania oleju mikrobiologicznego o wysokiej
zawartosci kwasow z szeregu omega-3, w tym w szczegolnosci kwasu eikozapentaenowego
(EPA) oraz dokozaheksaenowego (DHA), przy jednoczesnym zagospodarowaniu oleju
odpadowego po wedzeniu ryb.

Wielonienasycone kwasy thuszczowe omega-3, zwlaszcza kwas eikozapentaenowy
(EPA) i1 dokozaheksaenowy (DHA), naleza do grupy cennych zwiazkow chemicznych, czesto
wystepujacych w suplementach diety oraz zywnosci funkcjonalnej. Kwasy EPA 1 DHA
naturalnie wystepuja w algach oraz olejach ryb, takich jak tosos$, dorsz czy sledz, wywieraja
pozytywny wplyw w rozwoju uktadu nerwowego oraz uktadu narzadu wzroku. Spozywanie
DHA 1 EPA obniza ryzyko wystapienia choréb ukladu sercowo-naczyniowego oraz obniza
poziom cholesterolu we krwi.

Spozywanie wielonienasyconych kwaséw thuszczowych (WKT) zawartych w rybach,
bezkregowcach morskich i przetworach z organizméw morskich jest podstawowym zrodlem
tych zwigzkéw w diecie cztowieka 1 niesie wiele korzysci zdrowotnych, jednak konsumpcja
miesa rybnego oraz thuszczow rybnych moze takze nie$¢ ryzyko spozycia toksycznych
ksenobiotykow np. metali ciezkich, polichlorowanych bifenyli (PCB), pozostatosci
pestycydéw chloroorganicznych czy polichloropochodnych dioksyn (PCDD) i1 furanow
(PCDF) (Zywnoé¢. Nauka. Technologia. Jako$¢. vol. 114(1), (2018), s. 5-16). Alternatywnym
zrédlem WKT moze by¢ olej mikrobiologiczny.

Olejem mikrobiologicznym nazywane sg zapasowe substancje lipidowe syntetyzowane
przez mikroorganizmy olejogenne, zdolne do gromadzenia w ciatkach lipidowych tluszczow w
ilosci powyze] 20% suchej masy. Na podstawie danych literaturowych, tj. Progress in Lipid
Research 52, (2013), s. 395-408 wiadome jest, ze do organizmow zdolnych do syntezy oleju
mikrobiologicznego zalicza si¢ rézne gatunki bakterii, grzybow strzepkowych, mikroalg i
drozdzy. Najwigksze nadzieje
w syntezie tluszczu wewnatrzkomorkowego wigze sie z drozdzami z gatunku Yarrowia
lipolytica, ze wzgledu na ich unikalne cechy oraz istniejace narzedzia inzynierii genetycznej do
modyfikacji tych drozdzy. Ponadto z patentéw PL 216012 B1 1 PL 215829 B1 wiadome jest,
ze drozdze Y. lipolytica syntetyzuja kwasy organiczne oraz enzymy, a ich biomasa stanowi

cenne zrodio biatka paszowego.



W patencie US8323935B2 1 publikacji Aquaculture, (2012), s. 39-47 przedstawiono
genetycznie modyfikowane szczepy drozdzy Y. [lipolytica zdolne do syntezy oleju
mikrobiologicznego o wysokiej zawartosci kwasu eikozapentaenowego (EPA). Dzikie szczepy
tego gatunku nie potrafiag syntezowac kwasu EPA czy DHA, a jedynie pobiera¢ ze srodowiska,
wlaczajac w czasteczki triacylogliceroli kumulowane w komorce (J. Biosci. Bioeng. vol. 87(2),
(1999), s. 184-188).

Y. lipolytica stanowi gatunek, ktory jest zdolny do efektywnego wykorzystania
substratow odpadowych o charakterze lipidowym m.in. odpadowe] wody po tloczeniu oliwy
(ang. olive mill wastewater - OMW) oraz $ciekéw po produkcji oleju palmowego (ang. palm
oil mill effluents - POME). Szczepy Y. lipolytica znalazly takze zastosowanie w laboratoryjnej
utylizacji takich lipidowych odpadow jak 165, czy roslinne odpady rafineryjne. Jednoczesnie w
kilku przypadkach obserwowano syntez¢ m.in. enzymow lipolitycznych, tluszczu
wewnatrzkomorkowego (SCO — ang. single cell oil), biomasy (SCP — single cel protein) czy
kwasu cytrynowego (Appl. Microbiol. Biotechnol. 84(5), (2009), s. 847-865;J. Environ. Sci.
21, (2009), s. 237-242). W artykutach w czasopismach Postgpy Techniki Przetworstwa
Spozywczego vol. 2, (2014), s. 28-33 1 Zeszyty Problemowe Postepoéw Nauk Rolniczych 588,
(2017), s. 15-24 przedstawiono sposob zagospodarowania odpadow przemystu spozywczego i
paliwowego w hodowli wgtebnej drozdzy Y. lipolytica KKP 379 z réwnoczesna synteza
enzymow lipolitycznych.

Obecnie tluszcze pochodzenia mikrobiologicznego nie sa szeroko wykorzystywane
komercyjnie. Jednak w nieodleglej przysztosci tatwos¢ zwigkszania skali produkeji, a takze
krotki czas generacji mikroorganizmow oraz niezalezno$¢ ich wzrostu od warunkow klimatu i
pér roku moze zadecydowaé o ich powszechnym wykorzystaniu. Ponadto skiad oleju
wytwarzanego metodami mikrobiologicznymi mozna réznorodnie modyfikowaé, w tym
wzbogaca¢ o okreslone kwasy thuszczowe. Na podstawie artykutu Eur. J. Lipid Sci. Technol.
113, (2011), s. 1031-1051 wiadomo, ze w celu zwiekszonej produkcji 1 kumulacji thuszczu
wewnatrz komérki powinno si¢ dobra¢ odpowiedni stosunek wegla do azotu (C:N) oraz
stezenie mikro- 1 makroelementow. Dodatkowo wazny jest rowniez wlasciwy dobor zrédta
wegla do podtoza hodowlanego.

Sposdb wytwarzania oleju mikrobiologicznego z udziatem drozdzy Yarrowia lipolytica
wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ tym, ze prowadzi sie hodowle okresowa drozdzy w
podtozu pétsyntetycznym, zawierajacym od 2,0 do 7,5 g/dm’ zrodia azotu w postaci (NH4)2SOs,
Tween 80 w ilo$ci nie mniej niz 0,5 g/dm’ i nie wiecej niz 2 g/dm’, ekstrakt drozdzowy w ilosci

nie mniej niz 0,5 g/dm? i nie wiecej niz 2 g/dm’, pepton w ilo$ci nie mniej niz 0,5 g/dm’ i nie



wiecej niz 2 g/dm’ oraz sole mineralne wybrane sposrod: KH,POs, Na;HPO4, MgSOs, CaCl,,
FeSO4, ZnSO4, MnCl, x 4H,0, przy zastosowaniu nie wigcej niz 0,025% v/v hodowli
inokulacyjnej charakteryzujacej si¢ liczebnoscig komoérek drozdzy wynoszaca od 8,0 do 8,5 log
j.t.k./em®, przy czym do podtoza dodaje sie od 1 do 10% w/v oleju odpadowego po procesie
wedzenia ryb, za$ pH podloza wynosi migdzy 5 a 7, a temperatura hodowli od 24 do 30°C.

Korzystnie hodowle inokulacyjng drozdzy Y. lipolytica prowadzi sie w podiozu
zawierajacym w 1 dm®: 20g glukozy, 20 g peptonu i 10g ekstraktu drozdzowego, w czasie 24
godzin.

Korzystnie udziat soli mineralnych wynosi: KH,PO4 0d 6 do 8 g/dm’, Na;HPO4 od 2 do
5 g/dm?, MgSOs4 0d 1 do 3 g/dm®, CaCl, 0d 0,1 do 0,2 g/dm?, FeSO4 0d 0,1 do 0,2 g/dm’®, ZnSO4
od 0,01 do 0,03 g/dm*, MnCl, x 4H,O od 0,05 do 0,10 g/dm’.

Biomase¢ drozdzy oddziela si¢ od ptynu pohodowlanego, przemywa si¢ roztworem soli
fizjologicznej w celu usuniecia pozostatosci oleju z podloza hodowlanego. Nastgpnie
otrzymang biomase poddaje si¢ procesowi suszenia do osiggnigcia suchej masy 1 ekstrahuje si¢
olej. Po ekstrakcji rozpuszczalnik jest odparowywany, a otrzymany olej poddawany jest
hydrolizie. Kwasy tluszczowe poddaje si¢ derywatyzacji do postaci estrow metylowych.

Tak zsyntezowany olej mikrobiologiczny zawiera w swoim sktadzie nie mniej niz 6%
kwasu eikozapentaenowy (EPA, C20:5) oraz nie mniej niz 7% kwasu dokozaheksaenowego
(DHA, C22:6) w odniesieniu do sumy wszystkich kwaséw tluszczowych obecnych w oleju
wyekstrahowanym z komorek drozdzy

W sposobie wedtug wynalazku do wytwarzania oleju mikrobiologicznego zastosowano
jako zrodto wegla odpadowy olej po procesie wedzenia ryb, ktory zapewnit optymalny stosunek
wegla do azotu, a takze dobrano wlasciwy zestaw 1 stezenie mikro- 1 makroelementéw.
Uzyskano wysoka produktywnos¢ lipidow wewnatrzkomoérkowych 1 wysoka kumulacje
kwasow EPA i DHA. Olej mikrobiologiczny produkowany jest przez komorki dzikich
niemodyfikowanych szczepdéw drozdzy z gatunku Yarrowia lipolytica w ilo$ci co najmniej 10%
suchej biomasy w hodowli okresowe;j.

Sposob wedhug wynalazku jest jedna z metod utylizacji hydrofobowych substancji
odpadowych  przy  jednoczesnej  waloryzacji  tych  odpadéw  do  tluszczu
wewnatrzkomorkowego, ktory moze znalez¢ zastosowanie jako suplement diety oraz dodatek
paszowy. Wykorzystanie odpadowego zrddla wegla w postaci odpadowego oleju po procesie
wedzenia ryb przyczynia si¢ do obnizenia kosztow produkeji thuszczu wewnatrzkomorkowego,
a wykorzystanie wynalazku jest wazne w wymiarze gospodarczym 1 spotecznym oraz wpisuje

si¢ w polityke zrownowazonego rozwoju.



Niniejszy wynalazek zostanie zilustrowany z pomoca podanych nizej przyktadow.
Przyktad 1.

Sposob produkeji biomasy drozdzy bogatej w olej mikrobiologiczny.

Podloze poétsyntetyczne zawiera w swoim skladzie: olejowy odpad po procesie
wedzenia ryb w ilosci 50 g/dm’, Tween 80 1 g/dm’, ekstrakt drozdzowy 2 g/dm’, pepton 1
g/dm®, (NH4)2S04 2,5 g/dm’, KH,PO4 7 g/dm®, Na,HPO4 2,5 g/dm’, MgSO4 1,5 g/dm?, CaCl,
0,15 g/dm’, FeSO4 x H,0 0,16 g/dm?, ZnSO4 0,02 g/dm® i MnCl, x 4 H,0 0,08 g/dm* Hodowle
okresowe prowadzi si¢ w bioreaktorze laboratoryjnym o objetosci robocze) podioza
wynoszacej 4 dm® w temperaturze 28 °C przy obrotach mieszadta promieniowego z 6 fopatkami
350 rpm 1 stalym natlenianiu sprezonym powietrzem (szybko$¢ napowietrzania 1,75
dm?/min/dm® podloza). Podtoze polsyntetyczne jest zaszczepiane 1 cm® 24-godzinnej hodowli
inokulacyjnej prowadzonej w podiozu YPG o mianie 8,29 log j.t.k./cm®. W fazie stacjonarnej
wzrostu biomasa jest oddzielana od plynu pohodowlanego
w wirdwce szybkoobrotowej. Parametry 67-godzinnej hodowli opisanej w przyktadzie

przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Parametry kinetyczne charakteryzujace biosynteze oleju mikrobiologicznego w
hodowlach w bioreaktorze przez drozdze Y. lipolytica KKP 379, gdzie: t - czas hodowli, S -
poczatkowe stezenie substratu, X - plon suchej biomasy drozdzy, Yxss - wydajnos¢ produkeji
biomasy z substratu, Yix - wydajnos¢ kumulacji lipidéw w odniesieniu do plonu suche;j
biomasy, L - objetosciowa produktywnos¢, Yiss - wydajnos¢ kumulacji lipidow w odniesieniu
do substratu, Qr - $rednia szybkos¢ objetosciowa kumulacji lipidow, qu - $rednia szybkos¢

wlasciwa kumulacji lipidow.

Parametr | Jednostka Wartosc
parametru

t [h] 67

S [g dm?] 50
X [g dm?] 11,7
Yxs [gg'] 0,234
Yux [gg!] 0,187
L [g dm?] 2,188
Yus [gg'] 0,044
QL [gdm?h!]| 0033
q [gg'h'] | 0,003

Na podstawie plonu biomasy drozdzy oraz oznaczen zawartosci thuszczu w komorkach

obliczono parametry charakteryzujace synteze thuszczu wewnatrzkomérkowego w hodowlach




w bioreaktorze przez drozdze Y. lipolytica (Tabela 1). Objetosciowa produktywnos$¢ biosyntezy
oleju mikrobiologicznego oraz $rednia szybkos¢ objetosciowa kumulacji lipidow sg réwnie
waznym czynnikiem decydujacym o potencjalnym wykorzystaniu danego mikroorganizmu do
produkcji thuszczu na skale przemystowa. Objetosciowa produktywnos¢ syntezy oleju w
podtozu doswiadczalnym (z odpadowym olejem rybim) wynosita 2,2 g oleju dm™ podioza
hodowlanego. Srednia szybkos¢ objetosciowa kumulacji lipidow wynosita 0,033 g dm™ hl,
Przyktad 2.
Ekstrakcja oleju mikrobiologicznego z namnozonej biomasy 1 analiza skladu kwasow
thuszczowych
Biomase drozdzy otrzymang wedtug sposobu opisanego w przyktadzie 1 oddziela si¢

od ptynu pohodowlanego poprzez wirowanie w wiréwce szybkoobrotowej. Biomasg przemywa
si¢ roztworem soli fizjologiczne] w objetosci réwnej plynowi pohodowlanemu, w celu
usunigcia pozostatosci oleju z podloza hodowlanego i ponownie wiruje. Tak otrzymana
biomase poddaje si¢ procesowi suszenia w temperaturze 80 °C do osiggniecia suchej masy, a
nastgpnie biomase drozdzy rozciera z piaskiem i umieszcza w bibutowej gilzie. Olej ekstrahuje
sie heksanem w iloéci 150 cm® heksanu na 40 g mokrej biomasy drozdzy metoda tugowania w
aparacie Soxhleta przez 2 godziny. Po ekstrakcji rozpuszczalnik odparowywany jest w wyparce
prézniowej, a otrzymany olej poddawany jest hydrolizie. Kwasy thuszczowe poddaje sie
derywatyzacji do postaci estrow metylowych przy uzyciu 1 M metanolanu sodu oraz 10% BFs.
Sktad kwasow tluszczowych oznacza si¢, wykorzystujac metody chromatografii gazowej z
zastosowaniem kolumny kapilarnej 1 detektora plomieniowo-jonizacyjnego GC-FID.
Przyktadowe wyniki analizy w odniesieniu do biomasy namnozonej wg przyktadu I
przedstawiono w tabeli 2.

Zawarto$¢ lipidow w komorkach hodowanych w podlozu z 5% olejem rybim wg

przyktadu I wyniosta 0,187 g oleju g s. m. drozdzy (18,7% suchej biomasy drozdzy).

Tabela 2. Sklad kwasow tluszczowych zawartych w substracie (odpadowy olej po procesie
wedzenia ryb) oraz oleju mikrobiologicznym ekstrahowanym z komérek drozdzy
namnozonych w podtozu z odpadowym olejem rybim [zawarto$¢ procentowa w stosunku do

zawartosci wszystkich kwaséw tluszczowych, %].

Kwas tluszczowy Olej mikrobiologiczny
Odpadowy olej po z komoérek drozdzy
Nazwa Nazwa procesie wedzenia Y. lipolytica hodowanych
Symbol . he
systematyczna zZwyczajowa ryb w podlozu z odpadowym
olegjem rybim




C14:0 tetradekanowy mirystynowy 8.1 2,8
Cl16:0 heksadekanowy palmitynowy 12,1 9,0
Clo:1 heksadecenowy | palmitooleinowy 11,5 3.5
C18:0 oktadekanowy stearynowy 3.2 1,5
C18:1 oktadecenowy oleinowy 17.3 29.5
C18:2 oktadekadienowy linolowy 1.4 6,1
C18:3 oktadekatrienowy linolenowy 4,6 1,5
C20:0 eikozanowy arachidowy - 2.8
C20:1 eikozenowy - 10,0 5,2
C22:0 dokozanowy behenowy - 2,8
C22:1 dokozenowy erukowy 11,2 2,1
C24:0 tetrakozanowy lignocerynowy - 11,3
C24:1 tetrakozenowy Nerwonowy - 1,8
C20:5 flilg‘?éagggi) - 8.0 73
C22:6 eDn‘z)l“’W;%ﬁSj) - 10,6 10,0
Pozostale 2,0 2.8

MUFA 50,0 422

PUFA 24.6 24.8




